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Stamcellen zijn primitieve cellen met het vermogen zichzelf te vernieuwen en te 
differentiëren in andere celtypen. Ze hebben het unieke vermogen schade in weefsels 
te herstellen en/of andere cellen te activeren voor dit herstelproces. Stamcellen 
worden onderverdeeld in embryonale of volwassen stamcellen. De studie beschreven 
in dit proefschrift is gefocust op stamcellen uit het beenmerg (BM), die bloedcellen 
produceren. Deze cellen worden hematopoietische stamcellen genoemd (HSCs). 
HSC’s zijn in staat zich te vernieuwen en te differentiëren in een verscheidenheid van 
gespecialiseerde bloedcellen zoals rode- (erytrocyten) en witte bloedcellen 
(leukocyten). HSCs zijn verantwoordelijk voor het dagelijks aanmaken van miljarden 
bloedcellen. Het is vanwege deze eigenschappen dat HSCs in de kliniek gebruikt 
worden bij de behandeling van kanker, voornamelijk leukemie en lymfoma, kankers 
onstaan uit bloedcellen. Ze worden na zware chemotherapie en/of radiotherapie 
getransplanteerd om vernieuwe bloedcelaanmaak te garanderen. 
HSCs kunnen geïsoleerd worden uit het BM en de bloedcirculatie. Het aantal 
stamcellen in beenmerg en de bloedcirculatie is echter erg klein, daar er in BM slechts 
minder dan 1 stamcel per 105 BM cellen aanwezig is. Het gevolg hiervan is dat 
onderzoekers zijn gaan zoeken naar kweekmethodes met als doel meer primitieve 
HSCs te genereren voor transplantatie. Om dit te verwezenlijken hebben onderzoekers 
muizen-HSCs blootgesteld aan groeifactoren in een in vitro milieu.  
Groeifactoren zijn kleine eiwitten die op cellulair niveau verschillende effecten 
teweeg kunnen brengen. Er bestaan vele soorten groeifactoren. In dit proefschrift zijn 
voornamelijk proeven beschreven die zich richten op de effecten van fibroblast 
groeifactoren (FGFs) op de HSCs. FGFs zijn groeifactoren die specifiek reageren op 
fibroblasten door het hele lichaam. Fibroblasten produceren de bouwstoffen van 
fibreus weefsel, dat overal in het lichaam te vinden is. Tot op heden zijn 22 FGFs van 
mens en muis bekend. FGFs zijn vooral bekend van wege hun functie tijdens 
embryogenese wanneer de FGFs de ontwikkeling van organen zoals de longen en 
ledematen besturen. Bij volwassenen spelen FGFs een belangrijke rol bij herstel van 
weefsels, regeneratie, metabolisme en angiogenesis. FGFs verzorgen een biologische 
respons door zich te binden aan gespecialiseerde eiwitten die receptoren genoemd 
worden. Tot op heden zijn er in gewervelde dieren vier FGF-receptoren (FGFR) 
geïdentificeerd, namelijk Fgfr1- Fgfr4. 
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Dit proefschrift richt zich op handhaving en groei van jonge HSCs onder invloed van 
FGFs in zowel in vitro als in vivo studies. Hoofdstuk 1 geeft een algemeen overzicht 
van de regulerende rol van FGFs bij de handhaving van zich zelf vernieuwende 
stamcellen om veroudering van HSCs, neurale stamcellen (NSCs) en embryonale 
stamcellen (ES) tegen te gaan. Veroudering gaat gepaard met een langzaam 
achteruitgaan van weefselfunctie, inclusief het afnemen van de groei van nieuwe 
cellen en een afname van het herstelvermogen. Veroudering wordt ook geassocieerd 
met de toename van het ontstaan van kanker in alle weefsels waarin stamcellen 
aanwezig zijn. Dit geeft aan dat de balans tussen proliferatie, overleving en 
differentiatie van stamcellen streng gereguleerd moet zijn. Deze waarnemingen 
suggereren dat er een link bestaat tussen verouderingsprocessen en de rol van 
stamcellen in het vernieuwingproces van stamcellen. We veronderstellen dat FGFs 
met hun receptoren weefsel-homeostase tijdens veroudering ondersteunen door 
vernieuwing, handhaving en proliferatie van HSCs, NSCs en ES te reguleren. 
In hoofdstuk 2 bestudeerden we de effecten van de groeifactoren FGF1, FGF2, alleen 
en in combinatie, op normale muizen BM cellen in kweken met serum-vrij medium. 
De BM cellen die op deze manier, gedurende 1,3 en 5 weken met FGFs gekweekt zijn 
werden onderzocht op hun vermogen gedurende lange tijd nieuwe bloedcellen te 
vormen na transplantatie. Daartoe werden ze gemengd met vers geïsoleerde BM 
cellen. Dit celmengsel werd geïnjecteerd in muizen die vooraf een hoge 
bestralingsdosis toegediend kregen om er voor te zorgen dat de endogene cellen van 
de muis niet meer functioneel zouden zijn. De gekweekte cellen en de vers 
geisoleerde BM cellen verschillen op het Ly5 (CD45) locus, wat ervoor zorgt dat de 
cellen aan de hand van hun fenotype nog te onderscheiden zijn na transplantatie. Deze 
manier van transplantatie staat bekend als de competitieve transplantatie assay, en 
stelt ons in staat te bewijzen dat met FGF gekweekte BM cellen inderdaad HSCs zijn. 
Na transplantatie werd het bloed van de getransplanteerde muis geanalyseerd. 
Wanneer getransplanteerde cellen, die behandeld waren met FGF-groeifactoren, na 24 
weken terug gevonden worden in het bloed kan aangenomen worden dat er stamcellen 
aanwezig waren. Er wordt in dat geval aangenomen dat deze stamcellen zorgen voor 
kunnen lange termijn repopulatie, dus permanente bloedeelvorming. In hoofdstuk 2 
laten we zien dat de stamcelactiviteit van BM cellen gekweekt met FGFs tot 5 weken 
in stand gehouden kan worden, doordat deze cellen in de ontvanger muizen een lange 
termijn repopulatie teweeg brengen. Vervolgens is gekeken of deze stamcelactiviteit 
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afkomstig was van al bestaande HSCs of dat ze ontstaan zijn uit een andere populatie 
cellen. Stamcellen uit BM kunnen gezuiverd worden door selectie op basis van hun 
primitieve HSC-fenotypering. Stamcellen hebben geen lineage marker, maar wel Sca-
1 and c-Kit stamcel-markers (LSK). Deze cellen worden LSK-cellen genoemd. De 
LSK cellen werden gezuiverd en gedurende 5 weken verder gekweekt en in 
combinatie met normale BM cellen met alleen FGF-1+2 in serum vrij medium. Na 5 
weken werden alle cellen getransplanteerd in muizen die een dodelijke 
bestralingsdosis toegediend hadden gekregen. Analyse van het bloed liet zien dat de 
geïsoleerde en gezuiverde stamcellen bijdragen aan de bloedcelvorming na 
transplantatie. Dus de stamcelactiviteit in FGF gestimuleerde BM kweken is 
afkomstig van LSK stamcellen. 
In hoofdstuk 3 onderzoeken we de rol van FGFs bij de intrinsieke regulatie en 
handhaving van HSCs. De hypothese was dat FGFs van belang zijn voor het 
handhaven van de stamcelactiviteit van HSC. Als het niveau van FGFs in stamcellen 
verhoogd zou worden door retrovirale overexpressie, zou de stamcelactiviteit 
verhoogd worden of langer gewaarborgd kunnen zijn. Om dit te onderzoeken zijn BM 
cellen van met 5-fluorouracil (5-FU) behandelde muizen getransduceerd met FGF-1 
of FGF-2. 5-Fluorouracil is een middel dat dient om beenmergcellen te verrijken voor 
primitieve cellen en deze te activeren. Dit verbetert de transductie van stamcellen.  
Het doel van de transductie was om in stamcellen een extra FGF-1 of FGF-2 gen in te 
brengen. FGFs komen dan tot overexpressie hetgeen een hogere niveau van deze 
eiwitten in de cel oplevert. De met het FGF-1 of FGF-2 gen getransduceerde cellen 
werden getest in het in vivo competitieve transplantatiemodel. De cellen die extra 
FGF-1 of FGF-2 produceren, hadden echter geen voordeel boven cellen die geen extra 
FGFs produceerden. Ook op de lange termijn, na doortransplantatie van 
getransduceerde cellen in secundaire ontvanger muizen, leverde een extra FGF-1 of 
FGF-2 geen voordeel op voor hematopoietische stamcellen. 
Er wordt gesuggereerd dat de locatie van FGFs in de cel belangrijk is voor zijn 
functie. FGFs aanwezig binnen in de cellen zouden verantwoordelijk zijn voor de 
mitogene effecten. Om dit te onderzoeken hebben we verscheidene mutanten van FGF 
gecreëerd om de invloed van localisatie van FGF op zijn functie in hematopoietische 
stamcellen te onderzoeken. Twee mutaties werden aangebracht in het FGF-1 gen. 
Voor de eerste mutant werd het eiwit S130E ontwikkeld, dat de gefosforyleerde fase 
van FGF-1 zou moeten nabootsen, waardoor deze naar het cytoplasma van de nucleus 
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getransporteerd kon worden. De tweede mutant, S130A, bootst de niet 
gefosforyleerde fase van FGF-1 na, en veronderstelt dat FGF-1 in de kern gehouden 
wordt. Om de FGF-2 van het cytoplasma over te brengen naar de kern werd een 
kunstmatig nucleair localisatiesignaal (NLS) ingebracht vóór het FGF-2 gen 
(NLS/FGF-2). Kwantitatieve analyse middels polymerase chain reaction (PCR) liet 
zien dat zowel FGF-1 als FGF-2 duidelijk tot expressie komt in de LSK cellen. Dit 
suggereert dat de FGFs een cruciale rol spelen bij de HSC regulatie en handhaving.  
Fluorescentie beelden van hematopoietische cellen met overexpressie van FGF-1, 
S130E en FGF-2 laten zien dat zowel FGF-1 als FGF-2 duidelijk voornamelijk 
aanwezig zijn in het cytoplasma en nauwelijks in de celkern. Daarentegen laten 
beelden van hematopoietische cellen met overexpressie van S130A en NLS/FGF-2  
zien dat in respectievelijk 2% van de FGF-1 positieve cellen en 11% van de FGF-2 
positieve het eiwit vooral in celkern aanwezig is. Deze bevindingen suggereren dat er 
wel meer cellen zijn waar FGF zich in de kern bevindt maar dat de translocatie van 
FGFs een dynamisch proces zou kunnen zijn waardoor dit toch in relatief weinig 
cellen te zien was. Een schematische voorstelling van het transportmechanisme van 
celkern naar cytoplasma (Figuur 1) laat zien dat FGF de cel binnenkomt door zich aan 
FGFR te binden. Eenmaal binnen het cytoplasma gaan de FGFs de kern binnen met 
behulp van hun NLS. Om de kern te verlaten moet het FGF-eiwit in gefosforyleerde 
bv. (S130E) staat zijn. In een niet gefosforyleerde staat (S130A) blijft ermeer FGF-
eiwit in de kern.  
De in vivo competitieve transplantatiestudies met S130E en NLS/FGF-2 dat de 
endogene expressie van deze mutanten net als de normaal voorkomde FGF-1 en FGF-
2 eiwitten geen toename van het repopulatiepotentieel van hematopoietische cellen 
bewerkstelligt. Stamcellen waar de niet gefosforyleerde vorm van FGF-1 (S130A) tot 
overexpressie was gebracht, lieten na transplantatie ook geen verbeterd repopulatie 
vermogen zien. Maar als deze cellen werden gezuiverd en doorgetransplanteerd in 
secundaire ontvanger muizen werd een interessante bevinding gedaan. In eerste 
instantie leken deze cellen het minder goed te doen, maar na verloop van tijd bleken 
ze op de lange duur een verhoogd repopulerend vermogen te hebben. De niet 
gefosforyleerde vorm van FGF-1 (localisatie in celkern) zou dus een belangrijke rol 


















Figuur 1: Transportmechanisme van fibroblast groeifactoren (FGFs). FGF komt de cel binnen door 
zich aan FGF-receptoren (FGFR) te binden. Eens binnen het cytoplasma, gaan de FGFs de kern binnen 
met behulp van hun nucleair localisatiesignaal (NLS). Om de kern te verlaten moet het FGF-eiwit in 
gefosforyleerde (bv. S130E) staat zijn. Het FGF-eiwit zal de cel verlaten tijdens cellulaire stress. 
 
 
Hematopoietische stamcellen kunnen geïsoleerd worden uit bloed of BM. De 
voornaamste bron van HSCs voor klinische transplantaties was BM. Door een 
stamceldonor of een patient gedurende enkele dagen een hematopoietische groeifactor 
toe te dienen (meestal Granulocyte Colony Stimulating Factor; G-CSF) migreren 
stamcellen vanuit het beenmerg naar het bloed. Het is veel makkelijker en 
aangenamer voor de stamceldonor of patient om stamcellen uit het bloed te halen dan 
uit het beenmerg. Het proces van migratie van stamcellen van beenmerg naar bloed 
wordt stamcelmobilisatie genoemd. Daarom zijn, mede als resultaat van de 
toegenomen opbrengst, stamcellen uit het bloed de voornaamste bron van stamcellen 
voor transplantaties geworden. In de meeste gevallen levert dit een versneld herstel 
van het aantal rode en witte bloedcellen op. Er zijn echter weinig studies uitgevoerd 
die de kwaliteit uit het bloed en BM op de lange termijn hebben vergeleken. In 
hoofdstuk 4 passen we de competitieve transplantatie assay toe om de bloed 
stamcellen met die van de normale BM stamcellen te vergelijken. Competitieve 
transplantatie assay is de “gouden standaard” om te bewijzen dat de geteste cel 
daadwerkelijk een HSC is. De test donor cel wordt gemengd met BM cellen en 
geïnjecteerd in een muis, die eerder een hoge dosis bestraling heeft gekregen om zijn 
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eigen bloed producerende cellen te doden. Wanneer de muis herstelt en alle typen 
bloedcellen weer aanwezig zijn (die een genetische marker van de test donor dragen) 
kan worden beoordeeld of de geïnjecteerde cellen stamcellen bevatten (Figuur 2). 
Daarnaast kan de competitieve assay gebruikt worden om de frequentie van de 
stamcellen te meten en om de kwaliteit van twee stamcelpopulaties te vergelijken. De 
transplantatie van bloed stamcellen gemengd met normale BM stamcellen laat zien 
dat bloed stamcellen minder vermogen tot repopulatie van de bestraalde muis 
bezitten. Dit kan liggen aan een mindere kwaliteit of minder “echte” stamcellen in het 
bloed; “echte” stamcellen bezitten de eigenschap om onbeperkt gedurende lange tijd 
rijpe bloedcellen te produceren. Wij hebben gevonden dat het lagere repopulerend 
vermogen van bloedstamcellen is te wijten aan een afname van frequentie van 
stamcellen in het bloed. 
 









Figuur 2: Competitieve transplantatie assay. De testcellen van muis A worden gemengd met verse 
beenmerg (BM) cellen van muis B. De celsuspensie wordt geïnjecteerd in lethaal bestraalde muizen. 
Na transplantatie wordt het bloed van de getransplanteerde muizen geanalyseerd om de repopulatie 




In hoofdstuk 5 tenslotte, vatten we onze bevindingen samen en bediscussiëren we de 
toekomstperspectieven. De FGF eiwit familie is groot en de eiwitten zijn zeer 
homoloog, wat betekent dat ze erg op elkaar lijken. Het verwijderen van FGF-1 bij de 
muis heeft bijvoorbeeld geen effect, waardoor we mogen concluderen dat de 
functionele taak overbodig is. We hebben in onze studies slechts 2 van de 22 FGFs 
getest. Het zal daarom erg interessant zijn de effecten van de overige 20 FGFs op 
HSCs te onderzoeken zowel in vitro als in vivo. Verkregen resultaten hiervan zullen 
waardevolle informatie verschaffen betreffende de biologische rol van FGFs in HSCs. 
De mechanistische aspecten van FGFs zijn nog onbekend. De nucleaire localisatie van 
FGF-1 blijkt waarschijnlijk een rol te spelen in de handhaving van de hoedanigheid 
van de stamcellen. Toekomstige studies zouden gericht moeten zijn op het vraag 
waarom er een vertraging optrad als gevolg van de effecten van de S130A mutant. Het 
zal interessant zijn vast te stellen hoe de nucleaire gelocaliseerde FGF-1 de stamcel 
hoedanigheid handhaaft omdat deze waardevolle informatie zou kunnen verschaffen 
over de mechanistische aspecten van FGFs.  
De bloedstamcellen die gemobiliseerd zijn met G-CSF hebben een beperkt 
repopulatievermogen ten gevolge van een lage frequentie van stamcellen. Er bestaan 
vele groeifactoren die in staat zijn stamcellen te doen migreren van BM naar bloed. 
Elke gemobiliseerde groeifactor beïnvloedt de stamcel verschillend. Het zal daarom 
interessant zijn de effecten van verschillende factoren van mobilisatie te onderzoeken 
en of dit de stamcel-frequentie en het repopulatie-vermogen van de bloed stamcellen 
zou kunnen verbeteren. Deze kennis zou van relevantie kunnen zijn en zou technieken 
kunnen modificeren zodat die toegepast zouden kunnen worden in de kliniek om het 
succes van stamceltransplantatie te verhogen. 
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